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Sr. Editor: la concentracion minima inhibitoria o CMlg,
se define como la concentracion minima de antimicrobiano
necesaria para inhibir el crecimiento del 90% de una poblacion
bacteriana en un medio de cultivo después de su incubacion.
Se establece en el laboratorio aplicando concentraciones
conocidas crecientes de un determinado antimicrobiano a una
dilucion también conocida de poblacion bacteriana ajustada
a un coeficiente de turbidez, que denominamos indice de
McFarland, y que se correlaciona con la cantidad de bacteria
en ese medio de cultivo. Este coeficiente de turbidez se mide
con aparatos denominados nefeldmetros en un proceso agil
y rutinario en todos los laboratorios de Microbiologia. Para
poder extrapolar y reproducir de manera global los resultados
sobre sensibilidad o resistencia a los antibioticos de los
microorganismos, asi como las circunstancias en que esto
sucede, se necesitan estandares internacionales tanto de la
especie bacteriana (cepas ATCC) como en la concentracion en
el medio (indice de McFarland). A partir de estos estandares,
se marcan internacionalmente los puntos de corte de
sensibilidad o resistencia, que se correlacionaran con el éxito
o fracaso al emplear determinado antimicrobiano e incluso la
dosis a la que éste se podria emplear. Estos puntos de corte
se actualizan continuamente en funcion de parametros
farmacoldgicos, epidemiologicos y de respuesta clinica en
comités internacionales, como el Clinical Laboratory Standars
Institute (CLSI) o el European Committee for Antimicrobial
Susceptibility Testing (EUCAST), que todos los laboratorios
siguen, garantizando la calidad y reproducibilidad de los
resultados microbioldgicos y clinicos.

La determinacién de la CMI a antimicrobianos por
medio de la difusion en gradiente, E-test, es una técnica
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extensamente empleada en los laboratorios de Microbiologia
Clinica debido a su buena correlacién con la microdilucion en
caldo' (técnica de referencia recomendada por los comités del
CLSI o el EUCAST), siendo ademas, més facil y rapida de realizar
que ésta. En nuestro laboratorio empleamos el E-test tanto
para verificar una CMI obtenida por un sistema automatizado
como para testar antibioticos que no aparecen en los paneles
de dichos sistemas. Al tratarse de una técnica manual es
susceptible de incurrir en errores aleatorios, dificiles de evitar.
Sin embargo, resulta de capital interés intentar detectar
y evitar el error sistematico en su realizacion, pues podria
repercutir en el manejo clinico y el pronostico del paciente
frente a microorganismos multirresistentes (aquellos con las
CMI mas elevadas a varios farmacos), al limitar alternativas
terapéuticas. Esto, por ejemplo, resulta decisivo en el contexto
de las infecciones causadas por enterobacterias portadoras
de carbapenemasas (EPC), en las que es importante que la
realizacion de la técnica de E-test sea fiable y reproducible.

La implantacion de los programas de calidad en los
laboratorios de bacteriologia cuenta con trabas como la
heterogeneidad y variabilidad de las muestras empleadas, el
habitual empleo de técnicas manuales dificiles de controlar y
el hecho de trabajar con organismos vivos, por ello susceptibles
a cambios durante su manipulacion. Sin embargo constituyen
una herramienta necesaria cuyo objetivo es el de estandarizar y
homogeneizar sistemas de trabajo para hacerlos reproducibles
Yy Seguros.

En octubre de 2015 participamos en un “Estudio
multicéntrico para determinar la capacidad de los laboratorios
espafoles de identificar fenotipos de resistencia a los beta-
lactdmicos en enterobacterias" organizado por la Sociedad
Espafiola de Enfermedades Infecciosas y Microbiologia Clinica
(SEIMC). Participando en el mismo, tuvimos la oportunidad de
descubrir un error sistematico en la realizacion de E-test que
sobrevaloraba la CMI a los carbapenemes. Los resultados hacian
dificil o imposible el empleo de esta familia de antimicrobianos
frente a las EPC.
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Tabla 1 CMI a meropenem determinada por E-test frente a cepas de EPC remitidas del
programa SEIMC y numero de diluciones de diferencia respecto a la referencia.
Nefelometro control Nefelometro HC
CEPA CM'(SR;%"C” Re;i'éifrf)sl;’sgj:i‘iﬂze” M Nediuciones  CMI Nediluciones
E. coli 05 >32 8 4 0,75 1
E. cloacae 4 >32 1,5 -1 0,38 -3
K. pneumoniae 8 >32 3 -1 3 -1
K. pneumoniae >32 >32 >32 0 >32 0
K. pneumoniae 0,125 0,25 0,047 -1 0,094 0
K. oxytoca 1 1 0,5 -1 1 0
K. pneumoniae 2 >32 15 0 15 0
R. ornithinolylica 0,5 4 0,75 1 0,38 0
E. coli 0,25 16 0,75 2 0,25 0
E. aerogenes 0,125 3 0,125 0 0,125 0

Datos del estudio intercomparativo y de las comprobaciones realizadas con distintos nefeldmetros siguiendo las normas
de realizacion de E-test publicadas. :Los dos casos en los que se obtuvieron valores de CMI con una diferencia superior
a dos diluciones respecto a la referencia correspondian a pruebas realizadas sobre cepas distintas con nefelometros
diferentes siendo en un caso un error por exceso y en otro por defecto, por lo que se consideraron errores aleatorios.

En esta situacion se llevo a cabo un analisis de las posibles
causas que comenzd por verificar la realizacion de todas las
calibraciones de nefeldémetros programadas desde antes de la
realizacion de la prueba. A continuacion se reviso la manera de
realizar los E-test por parte del personal técnico descubriendo
una falta de homogeneidad. En este punto y para eliminar
variables interindividuales, una Unica persona repitio la técnica
de E-test con 10 de las cepas de la prueba, empleando otro
nefelometro (denominado nefelémetro control) y siguiendo
las indicaciones publicadas para la realizacion del McFarland
segun los protocolos de la SEIMC? Se consideraron aceptables
los resultados dentro de un rango de dos diluciones por ambos
extremos respecto a las enviadas por el grupo organizador
del estudio. De esta manera se obtuvieron 9/10 resultados
aceptables. A continuacion se repitio la determinacion con
el mismo nefelometro empleado en la realizacion de la
prueba (denominado nefelémetro HC) y anadiendo a las
cepas probadas una cepa ATCC de referencia (E. coli 25922),
obteniendo también 9/10 resultados aceptables mas el
correspondiente a la cepa ATCC. Se considerd que las cepas
que se salian de los criterios de aceptabilidad eran fruto de un
error aleatorio no grave (tabla 1).

Con estos resultados se tomaron las siguientes medidas:
1) Implantacion de una instruccion técnica de como realizar
un E-test; 2) Introduccion en el plan de formacion continuada
del personal técnico del laboratorio una sesion sobre dicha
instruccion técnica haciendo especial hincapié en los fallos

detectados. 3) Introduccion de un control interno mensual en
cada laboratorio en los que se realiza dicha técnica con una
cepa ATCC.

De esta experiencia quisiéramos destacar el papel
relevante de la participacion en ensayos de aptitud o pruebas
de intercomparacion en el establecimiento de politicas y
procedimientos robustos que garanticen la fiabilidad de los
resultados emitidos. Del mismo modo, quisiéramos remarcar la
utilidad de los programas de calidad en los centros sanitarios,
que nos permiten detectar errores e iniciar las acciones
correctivas con objeto de mejorar la eficacia de nuestros
laboratorios y la mejor asistencia a nuestros pacientes.
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